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以上实验结果说明，AR 可能通过影响 miR-200a-3p/141-3p 的表达，协同调
控着肾系膜细胞和肾皮质的氧化应激、纤维化以及上皮-间质细胞转换。这项研
究进一步证实了 AR 在 DN 的发病机理中发挥着非常重要的作用。通过抑制 AR
或补充 miR-200a-3p/141-3p 或将这两个方案同时进行，可能会起到一个“一箭三




















Diabetic nephropathy is not only a common complications of diabetes, but also 
one of the major cause of diabetes-related death. Inadequate glucose control is closely 
related to renal functional disturbances in diabetes. The mechanisms underlying these 
hyperglycemia-induced dysregulations, however, were not clearly elucidated. In our 
previous studies, we demonstrated that genetic aldose reductase deficiency 
counteracts the development of DN in streptozotocin-induced C57BL/6 mice in part 
by inhibiting Pkc/Tgfβ signaling and oxidative stress. However, little is known about 
the mechanisms producing these impacts. 
Herein, we report that aldose reductase is capable of regulating the expression of 
miR-200a-3p/141-3p negatively in renal mesangial cells. miR-200a-3p/141-3p, in turn, 
act to target Keap1, Tgfβ2 and Zeb2 directly and regulate Tgfβ1 and Nrf2 indirectly 
under high glucose conditions, resulting in profound dysregulations in Keap1-Nrf2, 
Tgfβ1/2 and Zeb1/2 signaling. In vivo in streptozotocin-induced diabetic mice, we 
found that aldose reductase deficiency caused significant elevations in 
miR-200a-3p/141-3p in the renal cortex, which were accompanied by a significant 
down-regulation of Keap1, Tgfβ1/2 and fibronectin but significant up-regulation in 
Nrf2. Moreover, in vivo administration of inhibitors of miR-200a-3p in diabetic 
animals significantly exacerbated cortical and glomerular fibrogenesis and increased 
urinary albumin excretion, tightly linking dys-regulated miR-200a-3p with the 
development of diabetic nephropathy.  
Collectively, our results reveal a novel mechanism whereby hyperglycemia 
induces aldose reductase to regulate renal expression of miR-200a-3p/141-3p to 
coordinately control hyperglycemia-induced renal oxidative stress, fibrogenesis and 
EMT. Our novel findings also suggest that inhibition of aldose reductase or in vivo 
renal cortical restoration of miR-200a-3p/141-3p or their combinations are very 
promising ways for the development of therapeutic strategies or drugs against diabetic 
nephropathy. 
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尿病的发病率呈现直线上升趋势。全球 2003 年约有 1.94 亿糖尿病患者，预计








一，累及率为 30 ~ 35%[2, 3]。由于 DN 起病较为隐匿，进展缓慢，早期症状不明
显，易被忽视，一旦发生就会出现持续性蛋白尿，便在较短的时间内不可逆转
地发展为终末期肾病，严重威胁患者的生存寿命。美国由 DN 导致终末期肾病
的患者约占全部终末期肾病患者的 40%[4]。治疗 DN 及其所致的终末期肾病耗
费了大量的医疗资源，仅 1977 年用于治疗糖尿病终末期肾病的费用已超过了
156 亿美元[5]。而且近年来，美国终末期肾病患者大量增加主要是由于 DN 患
者的急剧增多引起的。2010 年，中华肾脏学会的调査表明，我国 DN 患者的发
病数量位居继发性肾脏病发病数量的第一位。截止 2010 年底全国血液透析患者
超过 22 万，其中 DN 患者是引起血液透析第二位的原因。可见，随着糖尿病发



















高血糖是引起 DN 主要的因素，在 DN 发病的各个环节中高血糖均起核
心作用。持续高血糖产生大量的过氧化物[6]、激活多元醇代谢通路[7]、增加蛋白
酶 C（Pkc）的活性[8, 9]以及糖基化终末产物（AGEs）的过量生成[10]等多种途径













其中，血管紧张素Ⅱ和 Ras 在 DN 的发病进程中起着关键性的作用。在生理状
态下，肾小球基底膜足细胞通过调节酶的活性，来生成血管紧张素Ⅰ-7 和Ⅰ-9，
降解血管紧张素Ⅱ，从而维持肾小球内 Ras 系统平衡。持续的高血糖引起肾组
织中 RAS 平衡系统失衡，使血管紧张素Ⅱ及其 1 型受体基因过度表达，导致肾
小球滤过率进行性衰减[15]。而且，输注血管紧张素Ⅱ还能够加速肾小球和肾小
管中 AGEs 的沉积。使用 AT1R 的拮抗剂缬沙坦，能够显著改善 AGEs 在肾小




维化。早在 1991 年的动物研究发现，炎症细胞因子 IL-1 和 TNF 参与了 DN 的
















现已将 IL-18 水平的升高作为 2 型糖尿病患者肾脏损害的早期预测指标[17]。
TNF-α 是全身炎症反应过程中产生的多效性细胞因子，它能够通过降低肾小球
滤过、增加肾小球蛋白屏障通透性、刺激成纤维细胞增加和诱导肾脏上皮细胞
凋亡等多种途径影响 DN 的发生。研究表明，DN 组动物肾脏 TNF-α 的表达显
著增加[18]。已酮可可碱作为一种甲基黄嘌呤磷酸二酯酶的抑制剂，能阻止肾脏
TNF-α 生成，有效减轻 DN 组动物的肾脏肥大及尿蛋白排泄[19]。2 型糖尿病患
者在服用卡托普利的基础上加用已酮可可碱进行治疗，发现接受联合治疗的患






导致肾小球硬化[22]。流行病学调查显示，1 型糖尿病患者中 Sod1 等位基因突变
与 DN 的流行相关[23]。此外，ROS 还可促进过氧化亚硝酸盐合成增加，使硝化
酪氨酸生成增加，造成 DNA 损伤，促使糖尿病微血管并发症的发生、发展[24]。 
1.2.5 细胞因子 





和 β3 这 3 个亚型，肾脏则以 Tgfβ1 为主，主要位于肾小球及肾小管上皮细胞中，
是一种重要的致纤维化因子。抑制 Tgfβ1 的表达能够有效改善 DN 的进展。Ctgf
是 Tgfβ的下游分子，可通过促进细胞有丝分裂，调节系膜区细胞外基质（ECM）
的合成与降解，调节细胞周期的限制点等机制参与 DN 的进程[25]。Vegf 通过改
变肾脏内皮细胞结构与功能、增加肾小球毛细血管通透性、及肾脏肥大等机制

















起肾脏肥大，进一步加重了肾脏损伤。Pdgf 在 DN 的纤维化进展中扮演重要作
用。 
1.2.6 遗传因素 
DN 的发病具有明显的遗传倾向，基因型是决定 DN 严重程度的重要因素。
现已发现的全基因组连锁分析表明，染色体 3 q、6 p、7 p、7 q、10 q、18q、19 
q 和 22 q 与 DN 显著连锁。在一项纳入 153 篇探讨与人类 DN 相关基因的研究




态起着极其重要的作用。 近，动物实验研究发现，在 DN 动物模型中肾脏的
自噬功能受损，而这种损伤可以通过限食干预来改善，从而减轻糖尿病引起的
肾脏损害[28]。但是，自噬在 DN 发生中的作用机制尚不清楚，有待进一步证明。 





已不能满足葡萄糖的代谢需要，增加了 AR 对葡萄糖的亲和力，使 AR 及多元
醇代谢通路被激活，从而参与了 DN 的发生发展。 




AR 被认为是醛酮还原酶超家族的原型酶，人类 AR 定位于 7 号染色体长臂 3
区 5 带，编码 316 个氨基酸，折叠成带催化活性结合位点的 β/α-环状结构，核
酸辅助因子则结合在 β/α结构顶端的一个扩展构象上[29, 30]。AR 的活性部位是由





























































1.4 MicroRNA (miRNA) 的命名与生物合成 
MicroRNA（miRNA）是新近发现的一类长约 22 个核苷酸的，具有调控作
用的内源性、非编码小 RNA。miRNA 通过完全或不完全与其靶基因的 3'非翻
译区（3'-UTR）碱基互补配对结合，抑制靶 mRNA 的翻译或直接介导靶 mRNA
的降解，进而调控包括细胞增殖、分化、凋亡、能量代谢等一系列生理进程，
影响生物体的生长发育，并在多种人类疾病的发生中起到重要作用[31-33]。近年
来，随着生物信息学的迅速发展，通过预测估计人类的 1/3 基因都会受到 
miRNA 的调控。因此，miRNA 已成为当今生命科学领域新的研究热点之一，
研究 miRNA 的生物学功能与疾病的相关性具有重要的意义[34, 35]。 
1.4.1 miRNA 的命名 
自 1993 年通过定位克隆的方法在线虫中发现了第一个 miRNA[36]，即
miRNA-lin-4 以来，miRNA 就成为生物信息学的一个重要研究方向。而 miRBase
序列数据库（网址为：http://www.mirbase.org）作为存储 miRNA 信息 主要的
公共数据库之一，仅在 2006 年 7 月份这段时间内的页面点击率就超过 150 万次。
截止至 2011 年 12 月，miRBase 数据库已经涵盖了 168 个物种，其中前体 miRNA
序列升至 18226 条，新增 1488 条；成熟 miR 和 miR*（由同一前体两臂加工产
生的表达量较低的 miRNA）产物增至 21643 条，新增 1929 条[37]。对于如此众
多的新发现的 miRNA 来说，通常只有当文章被接受后，miRBase 才会给予命名。
然而，对于那些只通过计算机方法预测而未经实验方法验证的 miRNA，miRBase
则不会给予官方命名[38]。 
目前已发展了一套标准的 miRNA 命名系统[38, 39]。一个系统命名包含物种、
miRNA 类别和序号这三部分内容，三者之间用短线连接。以了更好地与 siRNA
以及其他非编码小 RNA 或 mRNA 片段区分开来，miRNA 的命名通常遵循以下
基本原则： 
（1）为了区分物种来源，一般将代表物种来源的字母缩写置于 miRNA 之

















（2）成熟的 miRNA 用 miR 表示，而前体 miRNA 则用 mir 表示。 






母以进行区分（一般小写字母从 a 开始），如 has-miR-27a 和 has-miR-27b。 
（6）对于编码相同的成熟 miRNA 序列，但位于不同位点的 miRNA 基因，
则在后面加上阿拉伯数字以将它们进行区分，如 has-miR-124a-1 和
has-miR-124a-2，经过剪切生成相同的成熟 miRNA 序列 has-miR-124a。 
（7）如果从同一个前体的 2 个臂分别加工产生 miRNA，则根据相对表达
量，通常采用在表达量较低的后面加“*”号进行区分；若不能区分表达量时，
可采用后 标注其起源的发夹臂端，如 has-miR-183-5p 代表来自于 has-miR-183
发夹结构的 5’端，而 has-miR-183-3p 则代表来自于 3’端（也曾使用 s 和 as
进行表示，即 sense 和 antisense）。以前一般认为 miRNA*不具有生物学功能，
但是 新的研究发现它其实也是有功能的[40]，甚至在部分组织中的表达量高于
miRNA[41]。因此，-5p/-3p 的命名方式更受支持。 
1.4.2 miRNA 的生物合成与功能 
miRNA 的形成过程十分复杂，其生成过程如下：在细胞核内，miRNA 基
因由 RNA 聚合酶Ⅱ按照相关基因序列，生成长度约为 500~3000 核苷酸长度，
具有发卡结构的初级转录产物 pri-miRNA。Pri-miRNA 也可能来源于 mRNA 剪
切加工后的内含子，其含有 5’帽子结构和 3’polyA 尾巴，且二级结构呈特殊
的发卡形茎环。Pri-miRNA 被核酸酶 Drosha 及其辅助因子 Drosha/DGCR8 构成
的复杂微处理器进行切割，产生长度约 70 个核苷酸的不完全茎环结构的前体产
物 pre-miRNA。Pre-miRNA 经由 Ran-GTP 依赖的转运蛋白 Exportin-5 从细胞核
转运至细胞质中。在胞质内，pre-miRNA 由核酸内切酶 Dicer 进一步加工生成
长度为 22 核苷酸的双链 RNA 片段。随后，该双链 RNA 片段迅速解螺旋，其
















因沉默复合物（RNA-induced silencing complex，RISC)中[42, 43]。miRISC 复合体
根据 miRNA 与其靶基因 mRNA 序列的互补性高低，或是抑制蛋白质翻译延伸，
或是引发 mRNA 降解，达到对靶基因表达负调控的功能（图 1.1）。 
 
图 1.1 miRNAs 的生物合成[44] 
Fig. 1.1 Biogenesis of miRNAs[44] 
现已研究发现，人类基因组中已有超过 1000 多个 miRNA，调节约 60%的
基因编码蛋白[45, 46]。miRNA 对目的基因的调控作用和 miRNA 与目的基因的配
对程度有关。如果当 miRNA 与目的基因不完全配对时，miRNA 通过阻断该基
因的翻译过程，从而抑制基因的表达[47]。如果当 miRNA 与目的基因某段序列
完全互补配对时，可能引起目的 mRNA 在互补区特异性断裂，导致基因沉默[48]。
这种作用方式与 siRNA 类似，都是通过 RISC 的方式降解靶基因，miRNA 与靶
基因的作用是有特定的作用位点，而 siRNA 作用位点可以设计和改变，能够作
用于作用于靶基因 mRNA 的任何部位。 
















随着研究的不断深入，越来越多的证据表明 miRNA 与 DN 的发生发展密切
相关，虽然二者之间的相互影响还未完全明确，但可通过改变相关 miRNA 的
表达能够恢复其正常功能，因而阐明 miRNA 在基因中的这种调控作用可能成
为 DN 一个新的诊断标志及治疗靶点。 
1.5.1 miRNA 与肾脏的功能  
与其他器官相比，肾脏不但会特异的高表达一些 miRNA，而且也会特异地








在小鼠的肾脏发育过程中，一些 miRNA 产生了显著性的变化。在 2008 年，
研究发现，在小鼠足细胞特异性基因敲除 Dicer 后，小鼠肾小球与肾小管的发
育收到严重损害[52, 53]。随后，通过基因芯片发现 miR-23b、miR-24 和 miR-26a
不仅可以影响小鼠肾小球的发育，而且在调节肾小球滤过功能方面也具有重要
作用。通过从有蛋白尿的基因突变小鼠中分离肾小球后，检测到 190 个基因表
达显著增加。生物信息 方法分析并验证了其中 6 个 miRNAs，分别是 miR-28、


























miRNA 在糖尿病肾病中的研究已经得到陆续开展，主要是围绕 DN 的动物模型
和高血糖对于人体的影响作为出发点，研究miRNA在DN发生过程中的作用（见
表 1.1）。 




基质的沉积等。Tgfβ1 能够诱导小鼠系膜细胞中 miR-192 的表达增加，通过抑
制其靶基因锌指 E 盒结合蛋白 1（Zeb1）和锌指 E 盒结合蛋白 2（Zeb2）的表
达，从而激活 Col1α2 基因（I 型胶原 α2)，使 Collα2 蛋白表达增加[55]。该结果
进一步在对链脲佐菌素（STZ）诱导的糖尿病小鼠模型的研究中得到证实。通
过对 DN 晚期患者 miR-192 表达水平的检测发现，DN 晚期患者较其他 DN 患
者 miR-192 的表达显著降低，同时采用 Tgfβ1 培养的近端小管细胞也出现
miR-192 表达下降的现象。而这种低表达的 miR-192 通过引起近端小管细胞中
E-cadherin 表达下降，导致小管间质纤维化和肾小球滤过率降低有关[56]。在小
鼠肾小球系膜细胞中 miR-192 和 Tgfβ 还能够通过调控 E-box 来增加 miR-216a
和 miR-217 的表达，这两种 miRNA 又通过抑制 Pten/PIK3 的表达，引起 Akt 信
号通路的活化，促进增加胶原蛋白表达，加速 DN 的进展[55]。高血糖与 Tgfβ还
能够抑制 miR-29a 的表达，miR-29a 的表达下降促进了 Col4αl 与 Col4α2 的蛋白
合成，导致近端肾小管上皮中细胞胶原沉积[57]。此外，在 NOD 小鼠和 STZ 诱
导的糖尿病小鼠肾皮质中以及体外高糖和 Tgfβ 刺激下的正常人和小鼠系膜细
胞中，都检测到了 miR-377 表达水平明显增加。进一步研究发现，miR-377 通
过作用于其靶基因 p21 激活激酶 1（Pak1）和超氧化物歧化酶 1/2（Sod1/2），引
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